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POLYPEPTIDE MUTANT DE LA PROTEINE KINASE C, 
SEQUENCES DACIDES NUCLEIQUES CODANT POUR 
LEDIT POLYPEPTIDE ET LEURS UTILISATIONS 

5 La presente invention a pour objet un nouveau polypeptide 

mutant de la proteine kinase C et les acides nucleiques codant pour ledit 
polypeptide. Elle a egalement pour objet les utilisations de ce 
polypeptide ou des acides nucleiques pour Telaboration d f outils utiles 
pour le diagnostic des cancers et/ou pour la preparation de moyens 

10 pharrnacologiques utiles pour le traitement des cancers, en particulier 
des cancers de Thypophyse, du colon, du foie, du sein, de la vessie et de 
la thyroide. 

La proteine kinase C, denommee ci-apres la PKC, est une 
enzyme calcium et phospholipide-dependante, qui joue un role 

is important dans le metabolisme des cellules. En effet, elle participe a de 
nombreux precedes de regulation cellulaire, notamment a la secretion 
hormonale et la proliferation cellulaire. Elle est directement activee par 
les esters de phorbol, promoteurs des tumeurs et est une enzyme cle 
dans la transduction des signaux medies par des facteurs de croissance 

20 ou des hormones. 

Cette enzyme ainsi que ses propri6t6s dans les cellules 
neoplasiques sont dScrites notamment par ROTENBERG et al. dans 
Touvrage intitute "Biochemical and Molecular Aspects of selected 
cancers" Vol. 1, ch. 2; 1991, edite par Academic Press Inc. 

25 Cette enzyme existe sous differentes isoformes, telles que 

notamment Tisoforme a. 

La sequence de Tisoforme a de la proteine kinase C humaine, 
denomm6e ci-apres la PKCa humaine, a ete decrite par 
FINKENZELLER et al. dans Nucleic Acids Research Vol. 18, N* 8, 

30 2183 (1990). 

Des 6tudes recentes ont montre que Tactivite et Texpression de la 
PKC 6taient plus elev&s dans les tumeurs humaines de Thypophyse que 
dans les hypophyses humaines normales et les hypophyses de rat. A cet 
effet, on peut se r^ferer aux travaux de V. ALVARO et al. dans Int. J. 

35 Cancer : 50, 724-730 (1992). 
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Aucune relation n'a ete trouvee entre l'activite et l'expression d'un 
cote et le volume tumoral ainsi que les taux hormonaux dans le plasma 
de l'autre. Cependant, lorsque Ton considere le caractere invasif, une 
nette distinction peut etre faite entre les tumeurs invasives d'une part et 

5 les tumeurs non-invasives d'autre part. Selon les tests rapportes dans 
l'article cite ci-dessus, on a note une augmentation semblable de 
l'activite et de l'expression dans les tumeurs non invasives (x 3) alors 
que dans les tumeurs invasives, l'activite de la PKC etait multipliee par 
3 environ, tandis que l'expression etait multipliee par environ un facteur 

10 9. 

On sait que l'activite de la PKC est 6galement alteree dans plusieurs 
autres tumeurs humaines, telles que par exemple les tumeurs du colon et 
du sein. Cette activite est augmentee de facon significative dans les 
tissus du sein malin alors que dans le tissu tumoral du colon elle est 

is reduite par comparaison aux eldments normaux equivalents. Ces 
observations contribuent a l'idee que la PKC est affectee dans les 
tumeurs humaines et qu'elle participe a la tumorigenese. 

Cependant, lorsque Ton considere l'expression de la PKC, peu 
d'investigations ont 6t6 faites a ce sujet et on n'a pas recherche si les 

20 isoformes PKC etaient impliquees dans les modifications observers de 
l'activit6 de la PKC. De plus, le manque de correlation etroite entre 
l'augmentation de l'activite enzymatique et l'augmentation de 
l'expression de la PKC dans les tumeurs invasives hypophysaires 
humaines ainsi que la relation particuliere entre la surexpression de la 

25 PKC et le caractere invasif dans les tumeurs de l'hypophyse humaine 
ont conduit a l'hypothese qu'il existait une anomalie dans la structure de 
l'enzyme. 

On a maintenant trouve que la PKCa est surexprimee dans les tumeurs 
invasives de l'hypophyse humaine et que cette PKCa possede une 
30 mutation ponctuelle. 

La presente invention a done pour objet un nouveau polypeptide 
mutant de la proteine kinase C qui presente la s6quence [SEQ ID N*2] 
de 672 acides amines. 

Cette sequence d'acides amines differe de la sequence connue de 
35 la PKCa par l'acide amine en position 294 qui est une glycine au lieu 
d'un acide aspartique. 
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Le nouveau polypeptide selon Tinvention est done la PKCa 
presentant une mutation ponctuelle en position 294, denommee ci- 
apres mutation D 294 G. II a un poids moleculaire d'environ 80 
kdaltons. 

5 La mutation D 294 G est situee dans une region strategique de 

1'enzyme, la region V3. Les differentes regions de la PKC sont 
indiquees sur la figure 1 qui est une representation schematique des 
domaines constants et variables de Tenzyme PKC, telle que decrite par 
Stabel et al. (Stabel, S, Parker, PJ, 1991, "Protein Kinase C". 

10 Pharmacol. Then 51 : 71-95). Cette region V3 contient les sites 
sensibles a la calpaine, les sites de liaison des "recepteurs" intra- 
cellulaires de la PKC ainsi que le site potentiel de liaison du calcium. 
La mutation D 294 G est localisee dans ce site potentiel de liaison du 
calcium et peut affecter Taffinite de Tenzyme pour le calcium. Ce site 

15 n'a pas une configuration main EF classique correspondent a un motif 
helice-boucle-hSlice. En fait, il n ! existe pas de possibility pour qu f une 
premiere helice se forme. La seconde helice, bien que probablement 
plus courte que celle habituellement decrite est theoriquement possible 
(compte-tenu de la structure secondaire predite en utilisant la methode 

20 GOR ("Prediction of protein structures and the principles of protein 
conformation", edited by G. D. Fasman, Plenum Press New York. 
1989:417-465)). La boucle calcium demarre a Tacide glutamique a la 
position 292 (position X dans la boucle) et se termine a Tacide amin6 
glutamine a la position 303 (position-Z dans la boucle). L'acide amin6 

25 294, qui est habituellement Tacide aspartique ou Tasparagine, est change 
ici par une mutation ponctuelle en la glycine apolaire. Ceci pourrait 
rendre compte des changements proposes pour l'affinite calcium et en 
consequence pour la fonctionnalite de l'enzyme. II est, en effet, connu 
que la liaison du calcium k l'enzyme est une condition necessaire pour 

30 le transfert de Tenzyme du compartiment intra-cellulaire vers la 
membrane plasmique. En fait, il semble que la PKC soit accumulee 
dans le cytosol du fait que sa quantite dans le cytosol est sans aucun 
doute plus importante que dans la membrane pour les tumeurs 
invasives. Les consequences de Taccumulation cytosolique de Tenzyme 

35 sont cependant difficiles & tester du fait que Tenzyme ne peut pas etre 
activ^e in vitro par des activateurs usuels. Sa pr6sence dans les cellules 
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tumorales suggere que la mutation de la PKCa affecte probablement les 
processus de regulation normalement controles par la PKC La relation 
entre la mutation ponctuelle de la PKCa et le phenotype invasif des 
tumeurs de Thypophyse conduit aux commentaires ci-apres. En fait, la 

5 PKC est impliquee dans la regulation des proteinases secretees telles 
que la stromelysine et la collagenase, qui sont des enzymes participant a 
Tapparition des metastases tumorales et & Tangiogenese. Elle est 
egalement impliquee dans la biosynthese des inhibiteurs des 
metalloproteinases par des fibroblastes humains en culture. 

10 L'invention a egalement pour objet les variants de ce polypeptide 

resultant de Taddition, la suppression et/ou le remplacement d'un ou 
plusieurs acides amines, etant entendu que ledit variant appartient 
toujours a la famille proline kinase C et presente la meme mutation 
ponctuelle que le polypeptide ci-dessus. 

is La presente invention a egalement pour objet les sequences 

decides nucieiques, h savoir les sequences d'ADN g^nomiques, les 
sequences d'ARNm ou d f ADNc, qui codent pour le polypeptide selon 
Tinvention ou Tun quelconque de ses variants definis ci-dessus et qui 
sont constitutes par : 

20 a) la sequence d'ADN [SEQ ID N*l] ; 

b) les sequences d f ADN hybridant avec la sequence ci-dessus ou 
un fragment de celle-ci ; 

c) les sequences d'ADN qui en raison de la degenerescence du 
code genetique resultent des sequences a) et b) ci-dessus et code pour le 

25 polypeptide tel que defini ci-dessus ; 

d) les sequences d'ARNm et d'ADNc correspondantes. 

Le polypeptide selon Tinvention peut etre obtenu par la technique 
du genie g£n6tique qui comprend les 6tapes de : 

- culture d'un microorganisme transforme ou de cellules 
30 eucaryotes transfectees a Taide d'une sequence d'acide nucleique selon 

Tinvention, et 

- recuperation du polypeptide produit par ledit microorganisme 
ou lesdites cellules eucaryotes. 

Cette technique est bien connue de Thomme de metier. Pour plus 
35 de detail la concernant, on pourra se referer ^ Touvrage ci-apres : 
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Recombinant DNA technology I, Editors Ales Prokop, Rakesh K. 
Bajpai ; Annals of the New- York Academy of Sciences, volume 646, 
1991. 

Les sequences d'ADN selon l'invention peuvent etre obtenues & 
5 partir d ! un ARN messager provenant d'une tumeur invasive selon les 
techniques classiques decrites par Maniatis et al. "Molecular Cloning", 
Cold Spring Harbor Laboratory, 1982. 

Par exemple, les sequences d'ADN selon Tinvention, peuvent Stre 
obenues par le procede qui consiste : 
10 - a preparer les ARN totaux a partir d'une tumeur invasive ; 

- a synthetiser un double brin d'ADN complementaire (ADNc) a 
partir de la preparation d'ARN avec une amorce oligodT ; 

- a amplifier cet ADNc par reaction de polymerisation en chaine 
(PCR) avec des oligonucleotides specifiques ; 

is - a cldner ce produit amplifie dans un plasmide ou un vecteur 

d'expression ; 

- a I'amplifier par transformation bacterienne. 

Pour chacune de ces etapes on utilise avantageusement les 
techniques classiques bien connues de l'homme de metier et decrites en 

20 detail par MANIATIS et al. dans 1'ouvrage cite ci-dessus. 

L'invention a egalement pour objet les sondes nucleotidiques qui, 
par hybridation, permettent de detecter dans une tumeur, une sequence 
d'ADN codant pour le polypeptide selon l'invention, une sequence 
d'ADN complementaire ou une sequence d'ARN correspondante. 

25 Les sondes nucleotidiques de l'invention sont sp6cifiques de la 

region caracteristique de la sequence d'ADN, d'ADNc ou d'ARN, a 
savoir de la partie portant la mutation ponctuelle du polypeptide selon 
l'invention. 

Les sondes nucleotidiques selon l'invention sont des 
30 oligonucleotides pouvant avoir une longueur variable qui est de 
preference au minimum d'environ 5 a 15 nucleotides et au maximum 
d'environ 50 a 60 nucleotides. 

Ces oligonucleotides sont prepares selon les techniques bien 
connues de l'homme de metier, telles que celles decrites par Maillet- 
35 Baron et al. (Maillet-Baron L., Soussi T., Sequengage des acides 
nucieiques. Ed Tech Doc. Collection Genie Genetique, Chap. 6, 1993). 
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La specified de ces oligonucleotides permettant leur utilisation 
comme sondes peut etre ddterminee par la technique decrite par Randall 
K.SAIKI et al. dans NATURE, vol. 324, p.163-166, 1986, qui est 
basee sur la reconnaissance specifique d'un allele donn6 par une sonde 

5 oligonucleotidique. 

Dans le cas present, on pourra utiliser comme allele le fragment D 
(fragment 755-983 de la PKCa mutee - voir figure 1). Les 
oligonucleotides prepares ci-dessus seront appropries comme sondes 
aux fins de l'invention s'ils s'hybrident avec le fragment D ci-dessus et 

10 ne s'hybrident pas avec le fragment correspondant de la PKCa normale. 
A titre d'exemple de sonde appropriee aux fins de l'invention, on 
peut citer la sonde ayant la sequence [SEQ ID N*3] : 

ATT CCG GAA GGG GGC GAG GAA GGA AAC 
A des fins de diagnostic, ces sondes sont soit marquees par un 

is isotope radioactif soit chimiquement modifiees par un agent fluorescent 
ou un residu, tel que la digoxigenine, reconnu par un anticorps ou une 
enzyme. Ces sondes ainsi marquees permettent selon les methodes 
classiques d'identifier s'il y a hybridation ou non avec une sequence 
d'ADN, une sequence d'ADNc ou une sequence d'ARNm. 

20 Les sondes nucleotidiques selon l'invention conviennent 

egalement comme oligonucleotides antisens pour le blocage de la 
transcription ou de la traduction de l'ARNm de la PKCa portant la 
mutation D 294 G soit in vitro, soit in vivo . 

Ces oligonucleotides antisens sont des inhibiteurs de la 

25 transcription ou de la traduction de la PKCa mutee qui peuvent etre 
utilises en th&apie pour le traitement des cancers a tumeur invasive ou 
des tumeurs exprimant la PKCa mutee, eventuellement en combinaison 
avec une toxine , telle que la ricine ou tout autre element permettant de 
detruire les cellules cancereuses. 

30 La presente invention a egalement pour objet un prooSde de 

diagnostic des tumeurs, telles que par exemple des tumeurs du foie, du 
sein, du colon, de la vessie, de la thyroi'de, qui consiste a d6tecter soit le 
polypeptide selon l'invention, soit une sequence d'ADN ou une 
sequence d'ARN codant pour ledit polypeptide dans un echantillon 

35 biologique de la tumeur. 
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La d6tection de la sequence d'ADN codant pour ledit polypeptide 
peut etre realisee par la technique d'hybridation a l'aide d'une sonde 
nucleotidique telle que definie ci-dessus. 
Ce proc6d6 de diagnostic comprend les etapes : 
5 a) ^amplification prealable des sequences d'ADN genomiques ou 
d'ADNc fabriquees a partir d'ARNm contenues dans un echantillon 
biologique d'un patient, au moyen d'amorces, telles des amorces 
d'ADN, 

b) mise en contact de 1'echantillon biologique avec une sonde 
10 nucleotidique selon l'invention ; 

c) detection du complexe d'hybridation qui s'est eventuellement forme. 

La detection de la sequence d f ARN codant pour ledit polypeptide 
peut etre realisee par la technique d'hybridation in situ a l'aide d'une 
sonde nucleotidique telle que definie ci-dessus et detection du 
15 complexe d'hybridation qui s'est eventuellement forme. 

La detection du polypeptide selon l'invention peut etre realisee 
par immunohistochimie a l'aide d'anticorps reconnaissant 
sp6cifiquement la PKCa mutee. 

L'invention a 6galement pour objet les anticorps dirig6s contre le 
20 polypeptide selon Finvention, qui conviennent notamment pour la 
detection du polypeptide selon Finvention. 

Ces anticorps peuvent etre des anticorps polyclonaux obtenus 
selon les proc6d£s classiques d'immunisation d'animaux. 

Ces anticorps peuvent egalement etre des anticorps monoclonaux 
25 obtenus selon le proced6 bien connu des KOHLER G. et MILSTEIN 
C, Nature (1975) vol. 256, p. 495-497. 

L'invention a egalement pour objet les vecteurs recombinants 
pour le clonage et/ou l'expression qui contiennent une sequence d'ADN 
selon l'invention. Ces vecteurs, qui peuvent etre des plasmides, des 
30 cosmides, des phages ou des virus, contiennent en plus de la sequence 
d'ADN selon l'invention, les moyens appropries pour leur replication 
et/ou leur expression, tels que promoteurs forts de virus, promoteurs 
activables par des facteurs varies, origine de replication, etc... 

Les vecteurs recombinants peuvent etre utilises pour transfecter 
35 des modeles cellulaires a des fins d'etudes in vitro et pour la selection de 
medicaments ou autres agents anti-tumoraux. 



WO 94/29455 



PCT7FR94/00686 



8 

Ainsi la presente invention a egalement pour objet les cellules 
hotes transferees avec la sequence d'ADN codant pour le polypeptide 
selon Tinvention a l'aide des vecteurs ci-dessus. Ces cellules peuvent 
etre par exemple des cellules GC ou des cellules hypophysaires 
5 hyperplasiees. 

Un premier modele cellulaire appropri6 peut etre obtenu a partir 
d'une lignee de cellules hypophysaires tumorales n'exprimant pas le 
ph6notype invasif, les cellules GC. Ces cellules secretent de Thormone 
de croissance et ferment des tumeurs in vivo lorsqu'elles sont 
10 implantees sous la peau du dos. In vivo, ces tumeurs ne donnent pas de 
metastases. En plus, elles n'expriment pas la forme mutee de la PKCa. 

Les cellules GC ainsi transferees pourront etre soit cultivees in 
vitro, soit implantees in vivo . 

Sur les cellules GC cultivees in vitro on peut mesurer : 
is - Texpression de la PKCa mutee, 

- Thormone de croissance (GH), 

- le taux de proliferation cellulaire par incorporation de 
thyroidine ^H, 

- Tactivite et Texpression de la PKCa, 
20 - la morphologie des cellules, 

- la secretion de la cathepsine D, enzyme proteolytique 
participant a la destruction de la membrane basale. 

Sur les cellules implantees in vivo on peut mesurer : 

- Tinvasion locale des tissus, 
25 - Tapparition de metastases, 

- Thormone de croissance (GH), 

- Texpression et l ! activit6 de la PKCa dans les tumeurs. 

Un deuxieme modele experimental consiste a transfecter la PKC 
a mutee dans des cellules hypophysaires hyperplasiees, obtenue chez le 
30 rat estrogenise. 

Dans ce cas, la transfection est transitoire et les memes 
parametres que ceux mesures in vitro pour les cellules GC peuvent 
aussi etre estimes. 

Ces modeles experimentaux conviennent particulierement bien 
35 pour la selection de medicaments ou agents anti-tumoraux appropries. 
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Le polypeptide selon Tinvention peut egalement etre utilise en 
biochimie et en enzymologie pour 6tudier les consequences de la 
mutation sur les fonctions de Tenzyme, pour tester des molecules visant 
h reconnaitre specifiquement le polypeptide selon l'invention, pour 
5 etudier les interactions specifiques du polypeptide selon invention 
avec tout element cellulaire. 

L'invention va etre maintenant illustree plus en detail par les 
exemples non limitatifs ci-apres. 

Dans ces exemples, on a utilise des tumeurs de Thypophyse 

10 (secretant l'hormone de croissance (GH) , secretant la prolactine (PRL) 
ou secretant l'hormone adenocorticotrope (ACTH) et des tumeurs non- 
secr6tantes) qui ont ete obtenues dans des salles d'operation apres des 
adenomectomies transphenoidales. Des fragments des tumeurs ont 6te 
congeles dans de l'azote liquide. D'autres fragments ont ete utilis6s pour 

is des tests de microscopie et des tests immunocytochimiques. Le 
diagnostic avant l'operation a ete etabli par des criteres cliniques, 
biologiques et radiologiques. Les etudes morphologiques et 
immunocytochimiques ont confirme le diagnostic. Le caractere invasif 
a ete 6tabli par le neurochirurgien au cours de l'operation et correspond 

20 a Tinvasion de la "dura mata" ou du diaphragme sellaire. 

FIGURES: 



FIG. 1 : Representation schematique des domaines 

25 variables et constants de la PKC ainsi que des 

fragments A, B, C et D obtenus par PCR. 

FIG. 2 : Autoradiographic d'un immunoblot de la PKCa : a 

et d, hypophyse normale ; b et e, tumeur non 
30 invasive ; c et f, tumeur invasive ; a, b, c, fraction 

cytosolique ; d, e, f, fraction membranaire. 

FIG. 3. : Comparaison de Tactivite et de Texpression de la 

PCK dans les tumeurs invasives et non invasives. 



35 
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FIGS. 4 et 5 : Analyse de la sequence nucleotidique dans la 

region amplifiee par PCR entourant le codon 294 
obtenue par sequengage selon la technique de 
Sanger. 

5 

Exemple 1 : mesure de l'activite et de 1'expression de la PKCa dans des 
tumeurs invasives et des tumeurs non invasives de 1'hvpophvse humaine 

L'activite proteine kinase C a 6t€ determinee selon la 
10 methode de BIRMAN et al. decrite dans Acta endocrino., 121. 489-494 
(1989). 

Cette methode consiste a preparer les fractions soluble et 
membranaire des homogenats tissulaires et a obtenir par filtration sur 
colonne echangeuse d'ions, une preparation semi-purifiee de la PKC. 
is L'activite de 1'enzyme est mesuree par incorporation de p32 dans un 
substrat exogene (histone HIS) en presence et en absence de calcium, 
phospholipides et diacylglycerol. 

Comme indique sur la figure 2, l'expression de la PKCa est 
20 augmentee dans les fractions solubles et membranaires des tumeurs 
d'hypophyse testees par comparaison avec les fractions provenant 
d'hypophyses de rat normales et ceci quelque soit la nature de la tumeur 
(secretante ou non). 

L'expression de la PKCa est determinee selon la methode decrite 
25 par V. ALVARO et al. dans Int. J. Cancer : 50, 724-730 (1992). 

Les resultats sont reportes sur la figure 3 sur laquelle on a utilis6 
les legendes ci-apres : 

:activitePKC 
30 EZZB : expression PKC 

Cette figure montre que l'activite et l'expression de la PKC dans 
les tumeurs non invasives sont augmentees de la meme fagon alors que 
dans les tumeurs invasives 1'augmentation de l'expression de la PKC est 
35 nettement superieure a celle de l'activite de la PKC. 
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Exemple 2 : analyse "Western Blot (immunoblotV t 

Dans cet exemple, le materiel ci-apres a ete utilise : 
5 - membrane "Immobilon" fournie par la Soci6t6 Millipore. 

- anti-serum polyclonal dirig6 contre la proline PKCa, donne 
genereusement par le Docteur SAITOH, Departement de neurochimie, 
Universite de Califomie, San Diego, La Jolla, USA. 

- le second anticorps marqu6 h Tiode 125 (anti IgG de lapin) a 
10 6te fourni par Amersham [Ref. IM 134]. 

Sequengage : 

Le RNAzole [RNA 15.01-100] et les oligonucleotides ont ete 
obtenus aupres de la Societe Bioprobe. 

La reverse transcriptase AMV (superscript preamplication 

is systeme) a ete fournie par Bethesda Research Laboratories USA. 

La polymerase DNA Taq a ete fourni par Boehringer. Le kit de clonage 
TA cloning version 1.3 fourni par Invitrogen et le kit de Sequengage 
par la s6quenase 2.0 fourni par USB. 

Des tumeurs d'hypophyse humaine et des hypophyses de rat 

20 normales (200 mg) ont ete homogen&sees (1/5 : poids/volume) dans 
10 mmol/1 de tampon Tris HCL contenant 2 mmol/1 d'EDTA et 0,1 
mmol/1 de phenylmethylsulfonylfluorure pH 7,4 (tampon A). Apres 
centrifugation a 800 x g pendant 4 minutes, le surnageant a ete 
centrifuge pendant 45 minutes a 37000 x g fournissant le cystosol 

25 (fraction soluble) et le culot membranaire. Ce dernier a ete remis en 
suspension dans 1 ml de tampon A contenant 1 % de Nonidet P40 
[Sigma] et recentrifiig6 ulterieurement pendant 15 minutes a 37000 x g. 
Le surnageant resultant constitue la fraction membranaire. 

Les fractions solubles et les fractions membranaires ont ete 

30 portees a Ebullition pendant 10 minutes dans le tampon SDS PAGE (25 
mM, Tris-HCl pH 8,8, 10 % de dodecyl sulfate de sodium, 10 % de 
glycerol, 10 % de p mercapto6thanol et 0,05 % de bleu de 
bromophenol, concentrations finales). Des quantitds 6gales de proteines 
de chaque echantillon (100 pig) ont 6te deposees sur des gels selon la 

35 methode de Laemmli [NATURE 222, 680-685 (1970)] en utilisant un 
gel de separation contenant 10 % d f acrylamide, transferees sur la 
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membrane immobilon. Cette membrane est incubee avec l'antiserum 
polyclonal dirige contre la proteine PKCa (dilution finale l/2000e). 

Les immunoblots ont ete marques avec le second anticorps, lui- 
meme marque a l'iode 125 (anti IgG de lapin) et mis en contact avec un 
5 film Kodak a - 80*C. Les concentrations de proteine ont ete 
determinees par la methode de Lowry [J. Biol. Qiem. 193. 265-271 
(1951)]. 

Exemple3:sequencage 

10 

Pour effectuer le sequencage de l'ADNc amplifi6 par PCR et 
sous-cl6ne, on a extrait TARN total de chaque homogenat de tumeurs 
avec le RNAzole, selon une methode derivee de celle de Chomczynski 
et al. (Annal Biochem, 162, 156, 1987). 

is Un premier brin d'ADNc a ete produit dans une reaction 

contenant 1 p% d'ARN total, des amorces oligo (dT) et la reverse 
transcriptase en utilisant le kit de reserve transcriptase AMV selon les 
recommandations du fabricant. 50 % du volume reactionnel de l'ADNc 
a ete amplifie selon la methode decrite par SAIKI et al. dans SCIENCE 

20 1988, 239, 487-491. La sequence totale de la proteine PKCa a ete 
ampliflee en trois fragments de 1 kb chacun : A, B, C. 

Le m61ange PCR contenait 2,5 U ADN polym6rase de Thermus 
Aquaticus (Taq) et 50 pmoles de chaque amorce. Les amorces suivantes 
25 ont ete utilisees : 
Pour le fragment A : 

5-GGAGCAAGAGGTGGTTGG-3 1 [SEQ ID N*4] (amorce 5' ; 
nucleotides 1 a 18) ; 

S'-CrTCAGAGGGACTGATGACT-S' [SEQ ID N'5] (amorce 3' ; 
30 nucleotides 975 a 994). 
Pour le fragment B : 

5'-GCCTCTGCGGAATGGATCAC-3' [SEQ ID N*6] (amorce 5* ; 
nucleotides 473 a 492) ; 

5'-CTCCATCCATCATGTGTrCC-3' [SEQ ID N*7] (amorce 3' ; 
35 nucleotides 1485 a 1504). 
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Pour le fragment C : 

5 , -GACCTCATGTACCACATTCA-3 , [SEQ ID N # 8] (amorce 5' ; 
nucleotides 1297 a 1316); 

5 f -CITCCACTAAGATAATGTTC-5 , [SEQ ID N # 9] (amorce 3' ; 
5 nucleotides 2226 k 2245). 

L'amplification a ete realisee en 30 cycles de 30 secondes a 94*C, 
30secondes a 55 # C (amorce du fragment A), 60* C (amorce du 
fragment B), 60 # C (amorce du fragment Q, 1 minute a 72* C dans le 
Thermocycle Cetus Perkin-Elmer. L'ADN amplifie a ete purifie sur du 

10 gel d'agarose puis cryoelue et precipite a Tethanol. L'ADN purifie a ete 
directement sous-clon6 dans un vecteur PCRTM II selon la protocole 
du kit de clonage TA cloning fourni par Invitrogen. La methode de 
sequengage h la sequenase a ete utilisee pour determiner la sequence 
codante entiere de la prot&ne PKCa & partir d'au moins 7 sous-clones 

15 pour chaque fragment PCR (A, B, Q provenant de deux tumeurs 
difterentes (N # 1 et N # 2 du tableau I) et deux PCR differents pour 
chaque tumeur de maniere a differencier les mutations des erreurs Taq. 
Le sequengage a ete realise sur les deux brins avec les amorces utilises 
dans la reaction ^amplification. 

20 Pour Texamen des autres tumeurs et les tissus controles (2 

hypophyses humaines normales et un colon normal) le premier brin 
d'ADNc, l'ADNc amplifie par la methode PCR et le sous-clonage ont 
ete realises comme decrit ci-dessus en utilisant les deux amorces 
choisies autour du point de mutation trouvS dans les deux premieres 

25 tumeurs d61imitant ainsi un quatrieme fragment le fragment D : 

5-GACCGACGACTGTCTGTAGA-3* [SEQ ID N^IO] (amorce 5' ; 
nucleotides 726 a 745) et 

5 t -CAGGGAGACTTCTGTCCTT-3 , [SEQ ID 1ST11] (amorce 3' ; 
nucleotides 983 a 1001). 
30 ^amplification a ete realisee au cours de 30 cycles de 

30 secondes a 94* C, 30 secondes a 55 # C, 1 minute a 72 # C dans un 
Thermocycle Perkin Elmer Cetus. Pour chaque fragment PCR, 7 sous- 
clones ont ete sequences. 

35 RESULTATS 

Expression de la proteine PKCa 
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Ainsi que cela est montre dans la figure 3, l'expression de la PKC 
a est augmentee dans les fractions membranaires et dans les fractions 
solubles de toutes les tumeurs d'hypophyse testees (n=5) par 
comparaison aux hypophyses de rats et ceci quelque soit la nature de la 
5 tumeur secretante ou non. 

Analyse de la sequence 

Le sequencage complet de l'ADNc de la proteine PKCa extraite 
10 de 8 tumeurs d'hypophyse humaine a revele la presence d'une mutation 
ponctuelle a la position 908 de l'ADNc (region V3 de la proteine, voir 
figure 1) des tumeurs invasives conduisant ainsi a un changement 
d'aminoacide. L'acide aspartique charge negativement (position 294) a 
ete change en une glycine apolaire, le codon GAC devenant alors le 
15 codon GGC (voir figures 4 et 5 et tableau 1). Au contraire, aucune 
mutation ponctuelle n'a ete detectee dans les ADNc des tumeurs non- 
invasives. 

La proportion des sous-clones derives de l'ADNc de tumeurs invasives 
et presentant la mutation variait d'une tumeur a l'autre : 5 sur 7 pour 
20 l'adenome 1 ; 2 sur 7 pour l'adenome 2 ; 3 sur 7 pour l'adenome 3 ; et 1 
sur 7 pour l'adenome 4. Le mutant de la PKCa est ainsi moins 
represente que la PKCa normale. 

Tableau 1 : mutation de la PKCa dans les tumeurs de l'hypophyse 



Tumeur 


Immunocytochimie 


Codon 294 


Groupe 1 : invasive 






1 


GH 


Gly 


2 


GH/PRL 


Gly 


3 


NIR 


Gly 


4 


ACTH 


Gly 


Groupe 2 : non invasive 






5 


NIR 


Asp 


6 


NIR 


Asp 


7 


GH 


Asp 


8 


PRL 


Asp 
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* NIR : cellules non immunoreactives 
GH hormone de croissance ; PRL Prolactine ; 
ACTH Hormone Adrenocorticotrope ; 

5 EXEMPLE 4 : detection de la mutation de la PKCa dans des tumeurs 
de la thvrofde humaine 

15 prelevements de thyroides ad6nomateuses ou tumorales ont 6t€ 
examines. 

io La repartition histologique de ces prelevements est la suivante : 

- thyroi'de adenomateuse (hyperplasie multinodulaire) sans signes 
apparents de malignit6 (n=9) ; 

- thyroi'de hyperplasiee normale provenant de la zone adjacente au 
nodule benin ou malin (n=2) ; 

15 - tumeur maligne (n=4). 

Les resultats du sequengage ont montre que : 
1) le polypeptide mutant de la PCKa [SEQ ID N # 2] n'est pas 
particulier k la tumeur de Thypophyse dans laquelle il a ete decouvert a 
Torigine. 

20 2) il a ete retrouve dans 4 prelevements d'hyperplasie 

multinodulaire sur les 6 deja analyses. II est h noter id que 1'hyperplasie 
mutinodulaire constitue pour la tumeur de la thyrolde le stade prealable 
a la tumeur. 

3) le polypeptide mutant de la PKCa n'a pas 6t6 trouv6 dans le 
25 tissu hyperplasie normal. 

4) le mutant a dej& 6t6 trouve dans une tumeur des tumeurs 
analysees, ce resultat est en cours de confirmation. 

La pr6sence du polypeptide mutant de la PKCa dans un nodule 
caract6ris6 par Tanatomopathologiste comme hyperplasie benigne est un 
30 signe de malignite et montre l'int&et de Tutilisation de marqueurs 
moleculaires fiables indicateurs d f un stade precoce de tumorigenese. 
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LISTE DE SEQUENCES 



(1) INFORMATION GENERALE: 

(i) DEPOSANT: 

(A) NOM: INSTITUT NATIONAL DE LA SANTE ET DE LA 

RECHERCHE MEDICALE 

(B) RUE: 101 rue de Tolbiac 

(C) VILLE: PARIS CEDEX 13 

(E) PAYS: Prance 

(F) CODE POSTAL: 7565** 

(G) TELEPHONE: M 23 60 00 

(H) TELECOPIE: 45 85 68 56 

(ii) TITRE DE L' INVENTION: POLYPEPTIDE MUTANT DE LA PROTEINE KINASE C, 
SEQUENCES D'ACIDES NUCLEIQUES CODANT POUR LEDIT 
POLYPEPTIDE ET LEURS UTILISATIONS 

(iii) NOMBRE DE SEQUENCES: 11 

(iv) FORME LISIBLE PAR ORDINATEUR: 

(A) TYPE DE SUPPORT: Floppy disk 

(B) ORDINATEUR: IBM PC compatible 

(C) SYSTEME D' EXPLOITATION: PC-DOS/MS-DOS 

(D) LOGICIEL: Patentln Release #1.0, Version #1.25 (OEB) 

(vi) DONNEES DE LA DEMANDE ANTERIEURE: 

(A) NUMERO DE DEPOT: FR 93 07089 

(B) DATE DE DEPOT: ll-JUN-1993 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 1: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 2245 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(iii) ANTI-SENS: NON 
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(ix) CARACTERISTIQUE ADDITIONELLE: 

(A) NOM/CLE: CDS 

(B) EMPLACEMENT: 28..2043 



(xl) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 1: 

GGAGCAAGAG GTGGTTGGGG GGGGACC ATG GCT GAC GTT TTC CCG GGC AAC 51 

Met Ala Asp Val Phe Pro Gly Asn 
1 5 

GAC TCC ACG GCG TCT CAG GAC GTG GCC AAC CGC TTC GCC CGC AAA GGG 99 
Asp Ser Thr Ala Ser Gin Asp Val Ala Asn Arg Phe Ala Arg Lys Gly 
10 15 20 

GCG CTG AGG CAG AAG AAC GTG CAC GAG GTG AAG GAC CAC AAA TTC ATC 147 
Ala Leu Arg Gin Lys Asn Val His Glu Val Lys Asp His Lys Phe lie 
25 30 35 40 

GCG CGC TTC TTC AAG CAG CCC ACC TTC TGC AGC CAC TGC ACC GAC TTC 195 
Ala Arg Phe Phe Lys Gin Pro Thr Phe Cys Ser His Cys Thr Asp Phe 
45 50 55 

ATC TGG GGG TIT GGG AAA CAA GGC TTC CAG TGC CAA GTT TGC TGT TTT 2^3 
He Trp Gly Phe Gly Lys Gin Gly Phe Gin Cys Gin Val Cys Cys Phe 
60 65 70 

GTG GTC CAC AAG AGG TGC CAT GAA TTT GTT ACT TTT TCT TGT CCG GGT 291 
Val Val His Lys Arg Cys His Glu Phe Val Thr Phe Ser Cys Pro Gly 
75 80 85 

GCG GAT AAG GGA CCC GAC ACT GAT GAC CCC AGG AGC AAG CAC AAG TTC 339 
Ala Asp Lys Gly Pro Asp Thr Asp Asp Pro Arg Ser Lys His Lys Phe 
90 95 100 

AAA ATC CAC ACT TAC GGA AGC CCC ACC TTC TGC GAT CAC TGT GGG TCA 387 
Lys He His Thr Tyr Gly Ser Pro Thr Phe Cys Asp His Cys Gly Ser 
105 110 115 120 

CTG CTC TAT GGA CTT ATC CAT CAA GGG ATG AAA TGT GAC ACC TGC GAT 435 
Leu Leu Tyr Gly Leu He His Gin Gly Met Lys Cys Asp Thr Cys Asp 
125 130 135 

ATG AAC GTT CAC AAG CAA TGC GTC ATC AAT GTC CCC AGC CTC TGC GGA 483 
Met Asn Val His Lys Gin Cys Val He Asn Val Pro Ser Leu Cys Gly 
140 145 150 
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ATG GAT CAC ACT GAG AAG AGG GGG CGG ATT TAC CTA AAG GCT GAG GTT 531 
Met Asp His Thr Glu Lys Arg Gly Arg lie Tyr Leu Lys Ala Glu Val 
155 160 165 

GCT GAT GAA AAG CTC CAT GTC ACA GTA CGA GAT GCA AAA AAT CTA ATC 579 
Ala Asp Glu Lys Leu His Val Thr Val Arg Asp Ala Lys Asn Leu lie 
170 175 180 

CCT ATG GAT CCA AAC GGG CTT TCA GAT CCT TAT GTG AAG CTG AAA CTT 627 
Pro Met Asp Pro Asn Gly Leu Ser Asp Pro Tyr Val Lys Leu Lys Leu 
185 190 195 200 

ATT CCT GAT CCC AAG AAT GAA AGC AAG CAA AAA ACC AAA ACC ATC CGC 675 
lie Pro Asp Pro Lys Asn Glu Ser Lys Gin Lys Thr Lys Thr lie Arg 
205 210 215 

TCC ACA CTA AAT CCG CAG TGG AAT GAG TCC TTT ACA TTC AAA TTG AAA 723 
Ser Thr Leu Asn Pro Gin Trp Asn Glu Ser Phe Thr Phe Lys Leu. Lys 
220 225 230 

CCT TCA GAC AAA GAC CGA CGA CTG TCT GTA GAA ATC TGG GAC TGG GAT 771 
Pro Ser Asp Lys Asp Arg Arg Leu Ser Val Glu lie Trp Asp Trp Asp 
235 240 2^5 

CGA ACA ACA AGG AAT GAC TTC ATG GGA TCC CTT TCC TTT GGA GTT TCG 819 
Arg Thr Thr Arg Asn Asp Phe Met Gly Ser Leu Ser Phe Gly Val Ser 
250 255 260 

GAG CTG ATG AAG ATG CCG GCC ACT GGA TGG TAC AAG TTG CTT AAC CAA 867 
Glu Leu Met Lys Met Pro Ala Ser Gly Trp Tyr Lys Leu Leu Asn Gin 
265 270 275 280 

GAA GAA GGT GAG TAC TAC AAC GTA CCC ATT CCG GAA GGG GGC GAG GAA 915 
Glu Glu Gly Glu Tyr Tyr Asn Val Pro lie Pro Glu Gly Gly Glu Glu 
285 290 295 

GGA AAC ATG GAA CTC AGG CAG AAA TTC GAG AAA GCC AAA CTT GGC CCT 963 
Gly Asn Met Glu Leu Arg Gin Lys Phe Glu Lys Ala Lys Leu Gly Pro 
300 305 310 

GCT GGC AAC AAA GTC ATC AGT CCC TCT GAA GAC AGG AAA CAA CCT TCC 1011 
Ala Gly Asn Lys Val lie Ser Pro Ser Glu Asp Arg Lys Gin Pro Ser 
315 320 325 
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AAC AAC CTT GAC CGA GTG AAA CTC ACG GAC TTC AAT TTC CTC ATG GTG 1059 
Asn Asn Leu Asp Arg Val Lys Leu Thr Asp Phe Asn Phe Leu Met Val 
330 335 340 

TTG GGA AAG GGG AGT TTT GGA AAG GTG ATG CTT GCC GAC AGG AAG GGC 1107 
Leu Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys Val Met Leu Ala Asp Arg Lys Gly 
345 350 355 360 

ACA GAA GAA CTG TAT GCA ATC AAA ATC CTG AAG AAG GAT GTG GTG ATT 1155 
Thr Glu Glu Leu Tyr Ala lie Lys lie Leu Lys Lys Asp Val Val lie 
365 370 375 

CAG GAT GAT GAC GTG GAG TGC ACC ATG GTA GAA AAG CGA GTC TTG GCC 1203 
Gin Asp Asp Asp Val Glu Cys Thr Met Val Glu Lys Arg Val Leu Ala 
380 385 390 

CTG CTT GAC AAA CCC CCG TTC TTG ACG CAG CTG CAC TCC TGC TTC CAG 1251 
Leu Leu Asp Lys Pro Pro Phe Leu Thr Gin Leu His Ser Cys Phe Gin 
395 tOO 405 

ACA GTG GAT CGG CTG TAC TTC GTC ATG GAA TAT GTC AAC GGT GGG GAC 1299 
Thr Val Asp Arg Leu Tyr Phe Val Met Glu Tyr Val Asn Gly Gly Asp 
410 415 420 

CTC ATG TAC CAC ATT CAG CAA GTA GGA AAA TTT AAG GAA CCA CAA GCA 1347 
Leu Met Tyr His He Gin Gin Val Gly Lys Phe Lys Glu Pro Gin Ala 
425 430 435 440 

GTA TTC TAT GCG GCA GAG ATT TCC ATC GGA TTG TTC TTT CTT CAT AAA 1395 
Val Phe Tyr Ala Ala Glu He Ser He Gly Leu Phe Phe Leu His Lys 
445 450 455 

AGA GGA ATC ATT TAT AGG GAT CTG AAG TTA GAT AAC GTC ATG TTG GAT 1443 
Arg Gly He He Tyr Arg Asp Leu Lys Leu Asp Asn Val Met Leu Asp 
460 465 470 

TCA GAA GGA CAT ATC AAA ATT GCT GAC TTT GGG ATG TGC AAG GAA CAC 1491 
Ser Glu Gly His He Lys He Ala Asp Phe Gly Met Cys Lys Glu His 
475 480 485 

ATG ATG GAT GGA GTC ACG ACC AGG ACC TTC TGT GGG ACT CCA GAT TAT 1539 
Met Met Asp Gly Val Thr Thr Arg Thr Phe Cys Gly Thr Pro Asp Tyr 
490 495 500 
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ATC GCC CCA GAG ATA ATC GCT TAT CAG CCG TAT GGA AAA TCT GTG GAC I587 
lie Ala Pro Glu lie lie Ala Tyr Gin Pro Tyr Gly Lys Ser Val Asp 
505 510 515 520 

TGG TGG GCC TAT GGC GTC CTG TTG TAT GAA ATG CTT GCC GGG CAG CCT 1635 
Trp Tip Ala Tyr Gly Val Leu Leu Tyr Glu Met Leu Ala Gly Gin Pro 
525 530 535 

CCA TTT GAT GGT GAA GAT GAA GAC GAG CTA TIT CAG TCT ATC ATG GAG 1683 
Pro Phe Asp Gly Glu Asp Glu Asp Glu Leu Phe Gin Ser lie Met Glu 
5^0 5**5 550 

CAC AAC GTT TCC TAT CCA AAA TCC TTG TCC AAG GAG GCT GTT TCT ATC 1731 
His Asn Val Ser Tyr Pro Lys Ser Leu Ser Lys Glu Ala Val Ser lie 
555 560 565 

TGC AAA GGA CTG ATG ACC AAA CAC CCA GCC AAG CGG CTG GGC TGT GGG 1779 
Cys Lys Gly Leu Met Thr Lys His Pro Ala Lys Arg Leu Gly Cys Gly 
570 575 580 

CCT GAG GGG GAG AGG GAC GTG AGA GAG CAT GCC TTC TTC CGG AGG ATC 1827 
Pro Glu Gly Glu Arg Asp Val Arg Glu His Ala Phe Phe Arg Arg He 
585 590 595 600 

GAC TGG GAA AAA CTG GAG AAC AGG GAG ATC CAG CCA CCA TTC AAG CCC 1875 
Asp Trp Glu Lys Leu Glu Asn Arg Glu He Gin Pro Pro Phe Lys Pro 
605 610 615 

AAA GTG TGT GGC AAA GGA GCA GAG AAC TTT GAC AAG TTC TTC ACA CGA 1923 
Lys Val Cys Gly Lys Gly Ala Glu Asn Phe Asp Lys Phe Phe Thr Arg 
620 625 630 

GGA CAG CCC GTC TTA ACA CCA CCT GAT CAG CTG GTT ATT GCT AAC ATA 1971 
Gly Gin Pro Val Leu Thr Pro Pro Asp Gin Leu Val He Ala Asn He 
635 640 645 

GAC CAG TCT GAT TTT GAA GGG TTC TCG TAT GTC AAC CCC CAG TTT GTG 2019 
Asp Gin Ser Asp Phe Glu Gly Phe Ser Tyr Val Asn Pro Gin Phe Val 
650 655 660 

CAC CCC ATC TTA CAG AGT GCA GTA TGAAACTCAC CAGCGAGAAC AAACACCTCC 2073 
His Pro He Leu Gin Ser Ala Val 
665 670 

CCAGCCCCCA GCCCTCCCCG CAGTGGAAGT GAATCCTTAA CCCTAAAATT TTAAGGCCAC 2133 
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GGCTTGTGTC TGATTCCATA TGGAGGCCTG AAAATTGTAG GGTTATTAGT CCAAATGTGA 2193 
TCAACTGTTC AGGGTCTTTC TCTCACAACC AAGAACATTA TCTTAGTGGA AG 2245 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 2: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 672 acides tunings 

(B) TYPE: acide amine 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: proteine 

(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 2: 

Met Ala Asp Val Phe Pro Gly Asn Asp Ser Thr Ala Ser Gin Asp Val 

15 10 15 

Ala Asn Arg Phe Ala Arg Lys Gly Ala Leu Arg Gin Lys Asn Val His 

20 25 30 

Glu Val Lys Asp His Lys Phe lie Ala Arg Phe Phe Lys Gin Pro Thr 

35 40 45 

Phe Cys Ser His Cys Thr Asp Phe lie Trp Gly Phe Gly Lys Gin Gly 

50 55 60 

Phe Gin Cys Gin Val Cys Cys Phe Val Val His Lys Arg Cys His Glu 
65 70 75 80 

Phe Val Thr Phe Ser Cys Pro Gly Ala Asp Lys Gly Pro Asp Thr Asp 

85 90 95 

Asp Pro Arg Ser Lys His Lys Phe Lys lie His Thr Tyr Gly Ser Pro 

100 105 110 

Thr Phe Cys Asp His Cys Gly Ser Leu Leu Tyr Gly Leu lie His Gin 

115 120 125 

Gly Met Lys Cys Asp Thr Cys Asp Met Asn Val His Lys Gin Cys Val 

130 135 140 

lie Asn Val Pro Ser Leu Cys Gly Met Asp His Thr Glu Lys Arg Gly 
145 150 155 160 

Arg lie Tyr Leu Lys Ala Glu Val Ala Asp Glu Lys Leu His Val Thr 

165 170 175 

Val Arg Asp Ala Lys Asn Leu lie Pro Met Asp Pro Asn Gly Leu Ser 

180 185 190 

Asp Pro Tyr Val Lys Leu Lys Leu lie Pro Asp Pro Lys Asn Glu Ser 

195 200 205 

Lys Gin Lys Thr Lys Thr lie Arg Ser Thr Leu Asn Pro Gin Trp Asn 

210 215 220 

Glu Ser Phe Thr Phe Lys Leu Lys Pro Ser Asp Lys Asp Arg Arg Leu 
225 230 235 240 
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Ser Val Glu lie Trp Asp Trp Asp Arg Thr Thr Arg Asn Asp Phe Met 

245 250 255 

Gly Ser Leu Ser Phe Gly Val Ser Glu Leu Met Lys Met Pro Ala Ser 

260 265 270 

Gly Trp Tyr Lys Leu Leu Asn Gin Glu Glu Gly Glu Tyr Tyr Asn Val 

275 280 285 

Pro lie Pro Glu Gly Gly Glu Glu Gly Asn Met Glu Leu Arg Gin Lys 

290 295 300 

Phe Glu Lys Ala Lys Leu Gly Pro Ala Gly Asn Lys Val lie Ser Pro 
305 310 315 320 

Ser Glu Asp Arg Lys Gin Pro Ser Asn Asn Leu Asp Arg Val Lys Leu 

325 330 335 

Thr Asp Phe Asn Phe Leu Met Val Leu Gly Lys Gly Ser Phe Gly Lys 

3^0 345 350 

Val Met Leu Ala Asp Arg Lys Gly Thr Glu Glu Leu Tyr Ala lie Lys 

355 360 365 

lie Leu Lys Lys Asp Val Val lie Gin Asp Asp Asp Val Glu Cys Thr 

370 375 380 

Met Val Glu Lys Arg Val Leu Ala Leu Leu Asp Lys Pro Pro Phe Leu 
385 390 395 400 

Thr Gin Leu His Ser Cys Phe Gin Thr Val Asp Arg Leu Tyr Phe Val 

405 410 115 

Met Glu Tyr Val Asn Gly Gly Asp Leu Met Tyr His He Gin Gin Val 

420 425 430 

Gly Lys Phe Lys Glu Pro Gin Ala Val Phe Tyr Ala Ala Glu He Ser 

435 440 445 

He Gly Leu Phe Phe Leu His Lys Arg Gly He He Tyr Arg Asp Leu 

450 455 460 

Lys Leu Asp Asn Val Met Leu Asp Ser Glu Gly His He Lys He Ala 
465 470 475 480 

Asp Phe Gly Met Cys Lys Glu His Met Met Asp Gly Val Thr Thr Arg 

485 490 495 

Thr Phe Cys Gly Thr Pro Asp Tyr He Ala Pro Glu He He Ala Tyr 

500 505 510 

Gin Pro Tyr Gly Lys Ser Val Asp Trp Trp Ala Tyr Gly Val Leu Leu 

515 520 525 

Tyr Glu Met Leu Ala Gly Gin Pro Pro Phe Asp Gly Glu Asp Glu Asp 

530 535 540 

Glu Leu Phe Gin Ser He Met Glu His Asn Val Ser Tyr Pro Lys Ser 
545 550 555 560 

Leu Ser Lys Glu Ala Val Ser He Cys Lys Gly Leu Met Thr Lys His 

565 570 575 

Pro Ala Lys Arg Leu Gly Cys Gly Pro Glu Gly Glu Arg Asp Val Arg 

580 585 590 

Glu His Ala Phe Phe Arg Arg He Asp Trp Glu Lys Leu Glu Asn Arg 
595 600 605 



WO 94/29455 



PCT/FR94/00686 



Glu lie Gin Pro 
610 



Pro Phe Lys 
615 

Phe Phe Thr 

630 
lie Ala Asn 



Pro Lys Val Cys Gly Lys Gly Ala Glu 



620 



Asn Phe Asp Lys 
625 



Arg Gly Gin Pro Val Leu Thr Pro Pro 




Asp Gin Leu Val 



lie Asp Gin Ser Asp Phe Glu Gly Phe 



645 




Ser Tyr Val Asn 
660 



Pro Gin Phe 



Val His Pro He Leu Gin Ser Ala Val 




(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 3: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 27 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl§ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 3: 
ATTCCGGAAG GGGGCGAGGA AGGAAAC 27 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 4: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 18 paires de bases 

(B) TYPE: acide nuclSique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linSaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (g6nomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 4: 



GGAGCAAGAG GTGGTTGG 



18 
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(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 5: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin§aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gfenomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 5: 
CTTCAGAGGG ACTGATGACT 20 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 6: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lin6aire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gSnomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 6: 
GCCTCTGCGG AATGGATCAC 20 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 7: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucl6ique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linfeaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (gSnomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
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(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 7: 
CTCCATCCAT CATGTGTTCC 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 8: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 8: 
GACCTCATGT ACCACATTCA 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 9: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleigue 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: linealre 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 9: 
CTTCCACTAA GATAATGTTC 



(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 10: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 20 paires de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 
<D) CONFIGURATION: linealre 
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(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 10: 
QACCGACGAC TGTCTGTAGA 20 

(2) INFORMATION POUR LA SEQ ID NO: 11: 

(i) CARACTERISTIQUES DE LA SEQUENCE: 

(A) LONGUEUR: 19 palres de bases 

(B) TYPE: acide nucleique 

(C) NOMBRE DE BRINS: simple 

(D) CONFIGURATION: lineaire 

(ii) TYPE DE MOLECULE: ADN (genomique) 
(iii) HYPOTHETIQUE: OUI 
(xi) DESCRIPTION DE LA SEQUENCE: SEQ ID NO: 11: 



CAGGGAGACT TCTGTCCTT 



19 
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REVENDICATTONS 

1. Polypeptide mutant de la proteine kinase C, caracterisS en ce 
qu'il presente la sequence decides amines [SEQ ID N*2] et possede la 
mutation ponctuelle D 294 G par rapport & la PKCa ou en ce qu f il est 

5 un variant dudit polypeptide resultant de l'addition, la suppression et/ou 
le remplacement d'un ou de plusieurs acides amines, ledit variant 
presentant la meme mutation ponctuelle que ledit polypeptide. 

2. Sequence decides nucl&ques codant pour le polypeptide selon 
la revendication 1, caracterisee en ce quelle est constitute par : 

a) la sequence d f ADN [SEQ ID N # l] ; 

b) les sequences d'ADN hybridant avec la sequence ci-dessus ou 
un fragment de celle-ci ; 

c) les sequences d r ADN qui en raison de la degen6rescence du 
code genetique resultent des sequences a) et b) ci-dessus et codent pour 
un polypeptide tel que defini ci-dessus, 

d) les sequences d'ARNm et d'ADNc correspondantes. 

3. Sonde nucl&>tidique, caracterisee en ce qu'elle est constitute 
20 par un oligonucleotide qui s'hybride avec la s6quence d'ADN selon la 

revendication 2, les sequences d'ADNc ou d'ARN correspondante. 

4. Anticorps caracterise en ce qu f il est dirige contre le 
polypeptide selon la revendication 1. 

25 

5. Procedt de detection in vitro du polypeptide selon la 
revendication 1, a des fins de diagnostic des tumeurs, caracttrise en ce 
qu'il consiste a d&ecter la sequence d'ADN codant pour ledit 
polypeptide par les etapes 

30 a) ^amplification prealable des sequences d'ADN contenues dans 

un tchantillon biologique susceptible de contenir ledit polypeptide, au 

moyen d'amorces, 

b) mise en contact de I'dchantillon biologique avec une sonde 

nucleotidique selon la revendication 3 ; 
35 c) detection du complexe d'hybridation qui s'est eventuellement 

formt. 



10 
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6. Proc6d6 de detection in vitro du polypeptide selon la 
revendication 1, a des fins de diagnostic des tumeurs, caracterise en ce 
qu'il consiste a d&ecter, dans un echantillon biologique susceptible de 

5 contenir ledit polypeptide, une sequence d'ARN codant pour ledit 
polypeptide par hybridation in situ a Taide d ! une sonde nucl6otidique 
selon la revendication 3. 

7. Precede de detection in vitro du polypeptide selon la 
10 revendication 1, a des fins de diagnostic des tumeurs, caract6ris6 eri ce 

qu'il consiste a mettre en contact un echantillon biologique susceptible 
de contenir ledit polypeptide avec un anticorps selon la revendication 4 
et a d&ecter le complexe immunochimique forme. 

is 8. Vecteur recombinant, caract6ris6 en ce qu'il comprend une 

sequence d'ADN selon la revendication 2. 

9. Vecteur recombinant selon la revendication 8, contenant en 
outre les moyens necessaires & son expression. 

20 

10. Microorganismes ou cellules hotes transformes ou transfectes 
par un vecteur recombinant d'ADN selon la revendication 9. 

11. Cellules hotes selon la revendication 10, caracterisees en ce 
25 que lesdites cellules sont des cellules GC ou des cellules hypophysaires 

hyperplasiees. 

12. Application de la sonde nucleotidique selon la revendication 
3 a titre d'oligonucleotide antisens pour 1'inhibition de la transcription 

30 ou de la traduction de l'ARNm de la PKCa portant la mutation D 294 G 
soit in vitro, soit in vivo. 

13. Application selon la revendication 12, caracteris6e en ce que 
roligonucleotide antisens est utilise en combinaison avec une toxine ou 

35 tout autre 616ment permettant de d&ruire la cellule. 
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14. Medicament caractense en ce qu'il contient une sonde 
nucleotidique selon la revendication 3, eventuellement en combinaison 
avec une toxine ou un autre agent anti-tumoral. 
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